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Description 

La prdsente Invention est relative k des sequences oligonucl^otidiques utillsables notamment en tant qu'amorces 
oligonucl6otidiques pour la mise en oeuvre de techniques d'amplification de sequences nucl6lques de retrovirus d'lm- 

5 munod6ficlence humalne du type HIV-2, ou de r6trovirus d'immunod6ficience du singe du type SIV 

L'invention concerne en particuller rapplication de ces sequences k des methodes de diagnostic in vitro chez 
rhomnne de rinfection d'un individu par un retrovirus du type HIV-2. 

L'lsolement et la caracterisation de retrovirus regroupes sous la designation HIV-2 ont 6te decrits dans la demands 
de brevet EP-A-0 239 425. Ces retrovirus ont 6\6 Isolds chez plusieurs malades africains presentant des symptomes 
10 d'une lymphadenopathie ou d'un Syndrome d'Immunodeficience Acqulse (SI DA). 

Les retrovirus du type HIV-2 comme les retrovirus du type HIV-1, se caracterisent par un tropisme pour les lym- 
phocytes T4 humains et par un effet cytopathogfene k regard de ces lymphocytes lorsqu'ils s'y multlpllent, pour alors 
causer soit des polyadenopathies g^neralisees et persistantes, soit un SIDA. 

Un autre retrovirus, denomme SI V-1 , cette denomination remplagant la denomination anterleurement connue ST- 
75 LV-III. a ete isoie chez ie singe macaque rhesus (M.D. DANIEL et al. Science, 228. 1201 (1985) ; N.L LETWIN et al, 
Science, 230, 71 (1985) sous Tappeliatlon "STLV-lllmac"). 

Un autre retrovirus, deslgne "STLV-III^^qi^", (ou SlVy^^j^) a ete isoie chez des singes verts sauvages. Mais contrai- 
rement aux virus presents chez Ie singe macaque rhesus, la presence de STLV-lllAQiy/i ne semble pas induire une 
maladie du type SIDA chez Ie singe vert d'Afrique. 
so Pour la Gommodlte du langage, ces virus ne seront plus design6s dans ce qui suit que par I'expresslon SIV (I'ex- 

pression SIV est Tabreviation anglaise de "Simian Immunodeflcency Virus" (Virus d'Immunodeficience du singe) even- 
tuellement suivie d'une abrevlation designant I'espece de singe dont lis sont Issus par exemple "mac" pour Ie macaque" 
ou "AGM" pour Ie singe vert d'Afrique (abrevlation de "African Green Monkey"). 

Une souche du retrovirus SIV k ete deposee k la C.N. CM Ie 7 fevrier 1986 sous Ie n° 1-521 . 
25 Des etudes ont montre que Ie retrovirus SIV comporte certalnes proteines possedant une parents Immunologique 

avec des proteines ou glycoproteines susceptibles d'dtre obtenues dans des conditions analogues k partir de HI V''2. 

La poursuite de retude des retrovirus HIV-2 a egalement conduit k I'obtention de sequences d'ADN compiemen- 
taires (ADNc) des ARN de leur genome. La sequence nucieotidique complete d'un ADNc d'un retrovirus representatif 
de la classe HIV-2 (HIV-2 ROD) a ete deposee Ie 21/02/1986 k la C.N.C.M. sous Ie n° 1-532, sous Ie nom de reference 
30 LAV-2 ROD. 

Les methodes de diagnostic in vitro des Infections par des virus du type HIV-2 existant actuellement, font Ie plus 
souvent appel a la detection d'anticorps anti-HIV-2 eventuellement presents dans un fluide bioiogique, notamment 
dans un serum obtenu, k partir du patient k I'etude, par mise en contact de ce fluide bioiogique avec des extralts ou 
antlgenes d'HIV-2, dans des conditions permettant la production d'une reaction immunologique eventuelle de ces ces 

06 extraits ou antigenes avec ces anticorps. 

De telles methodes de diagnostic sont peu sensibles et risquent d'etre faussement negatives, en particuller dans 
Ie cas d'une infection recente d'un Individu par Ie virus HIV-2. 

Les techniques d'amplification genomique sont d'un appoint considerable pour la mise au point de methodes de 
diagnostic in vitro particulierement sensibles de maladies virales. Parmi ces techniques d'amplification, on peut clter 

40 la technique PCR (Polymerase Chain Reaction) telle que decrite dans les demandes de brevet EP-A-0 200 362 et EP- 
A-0 229 701, ou encore la technique dite "Qjireplicase" decrite dans Biotechnology, vol. 6, page 1197 (octobre 1988), 
et celle procedant k I'alde d'une ARN polymerase (T7 RN A polymerase) decrite dans ia demande de brevet international 
n^ WO89/01050. Elles permettent d'amellorer la sensibillte de detection des acldes nucieiques des virus, nnais neces- 
sitent cependant rutilisation d'amorces de synthase specifiques. 

45 Pour la recherche des virus du type HIV-2, Ie choix des amorces est problematique. En effet, du fait de la grande 

variabilite des sequences de nucleotides du genome viral, une amorce conforme k la sequence connue d'un isolat 
donne d'HIV-2 peut failltr k I'amplification de certains variants viraux du type HIV-2. D'autre part, mSme si une amorce 
est choisie dans une region conservee du genome d'un virus HIV-2 k un autre, son "bon fonctionnertient" n'est pas 
pour autant assure et peut donner lieu k de mauvais rendements d'amplification. 

so Rayfield M. et al ont decrit dans une publication de "The Journal of Infections Diseases', vol. 158, n** 6, Decembre 

1986, p. 1170-1176, des amorces situees dans la partie LTR de la sequence de HIV-2, pour I'amplification de I'ADN 
de HIV-2. 

La presents Invention fournlt predsement des sequences (ou amorces) oligonucieotidlques penr^ettant ramplifi- 
cation k des fins diagnostiques du genome de tous virus du type HIV-2. avec de bons rendements. 
ss Les amorces de la presente invention sont k la fois specifiques des virus du groupe HIV-2 et des virus du type 

SIV, et sont insenslbles aux variations du genome de ces virus. 

La presente Invention a pour objet des amorces oligonucieotidiques, d'environ 15 ^ 25 nucleotides, utilisables 
pour I'amplification genomique des virus du type HIV-2 ou SIV. 
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Une amorce selon I'invention est caract6ris6e en ce que sa sequence nucl^otidique : 

(a) soit est choisie parmi cel!es qui sont contenues dans Tune des sequences nucieiques d^limit^es par ies nu- 
cleotides situes aux positions 40 et 61, 9537 et 9558, 240 et 259, 546 et 569, 906 et 927, 612 et 633, 1857 el 
1876, 2078 et 2101 , 6275 et 6299, 6855 et 6878, 7548 et 7573, 7782 et 7805, 8412 et 8434, 61 et 82, 9558 el 
9579, de I'ADNc 66m§ du genome du virus HIV-2 ROD, ou qui sont compl^mentaires de Tune des sequences 
nucieiques sus-mentionnees, 

(b) soit est choisie parmi celles qui sont contenues dans Tune des sequences nucieiques delimit6es par Ies nu- 
cleotides situes aux positions 40 et 61 , 9511 et 9532, 240 et 259, 256 et 275, 551 et 574, 911 et 932, 617 et 638, 
1 868 et 1 887. 2035 et 2058, 6227 el 6251 , 7550 et 7564, 7776 et 7799. 8406 et 8428. 61 et 82, 9532 et 9553. de 
TADNc derive du genome du virus SIVmac 142, ou qui sont compiementaires de I'une des sequences nucieiques 
sus-mentlonnees, 

(c) soit (notamment pour Ies amorces Ies plus longues) contient Tune des sequences nucieiques susdites issues 
de HI\/>2 ROD ou de SIVmac 142, ou contient une sequence nucieique compiementaire de Tune de ces dernieres 
sequences, etant entendu que les nucleotides suppiementaires eventuels qui 'debordent' ladite sequence nuciei- 
que, de preference du cote de I'extremlte 5', coincident de preference avec ceux qui se Irouvent places en dega 
de rextremlte 5' correspondant au sein mSme de la sequence complete de HIV-2 ROD ou de SIVmac 142, 
etant egaiement entendu que les brins des ADNc qui sont prts en consideration aux points (a), (b) et (c) sont ceux 
qui se trouvent etre compiementaires des ARN des virus HIV-2 ROD et SIVmac 142, 

(d) soit, si la sequencs de GGtts amorce p.'est pas identique is Tune des sequences nucieiques susdites, ou n'est 
pas compiementaire de I'une de ces sequences, neanmoins susceptible de s'hybrider avec cette sequence nu- 
cieique issue des virus HIV-2ROD et/ou SIVmac 142 sus-mentionnees dans une solution composee de Iris 10 
mM, KCI 20 mM, MgCl2 2 mM, et 0,01 % de gelatine, pendant 1 minute k une temperature superleure ou egale a 
50*C. 

La numerotation des nucleotides mentionnes ci-dessus correspond k celte utillsee dans la figure 2 de I'arttcle de 
GUYADER et al, Nature, vol. 326, p. 662-669 (1 987) pour ce qui concerne 1' ADNc d'HIV-2 ROD, et k celle utilisee dans 
la figure 1 de I'artlcle de CHAKRABARTl L. et al. Nature, vol. 328, p. 543-547 (1987) pour ce qui concerne I'ADNc de 
SIVmac 142. 

L'Invention concerne plus particulierement les amorces oligonucleotidiques caractehsees par les enchainements 
nucieotidiques suivanls (representee dans le sens 5' 3' : 
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LTRl 


GGTTCrcrCCAGCACTAGCAGG 




LTR2 


GGTCCTAACAGACCAGGGTC 


5 


GAGl 


ATGGGCGCGAGAAACTCCGTCTTG 




GAGS 


ATGGTGCrGTTGGTCTACTTGT 


10 


GAG2 


CCCGGCGGAAAGAAAAAGTACA 




GAG2B 


TGTACl'1'11'1 CTTTCCGCCGGG 




POLl 


TGGGGAAAGAAGCCCCGCAA 


15 


P0L2 


CCAAAGAGAGAATTGAGGTGCAGC 




PI 


CAGAAATAGGGATACITGGGGAACC 




P2 


GCCTGAATAATTGGTATCATTACA 


20 


P2B 


TGTAATGATACCAATTATTCAGGC 




P4 


AGTTCTGCCACCTGTGCACTAAAGG 




P6 


GGGATAGTGCAGCAACAGCAACAG 


25 


P7 


CATTTCCTGATCCGCCAGCTGAT 




P7B 


ATCAGCTGGCGGATCAGGAAATG 




P8 


GCAGGGAACACCCAGGCTCTAC 



30 

Les amorces sus-mentionn6es sont identiques ou compldmentaires des sequences d'acides nucldiques suivantes, 
issues de TADNc du virus HIV-2 ROD ou de celui du virus SlVmac 142 : 

t'amorce LTR1 est identique d'une part, k la sequence nucl6ique comprenant les nucleotides situ^s aux positions 
35 40 ^ 61, ainsi qu'^ celle comprenant les nucl^tides situ^s aux positions 9537 k 9558 de I'ADNc d'HIV-2 ROD, et, 

d'autre part, k la sequence nucl^ique comprenant les nucleotides situ^s aux positions 40 ^ 61 , ainsi qu'^ celle 
comprenant les nucleotides situes aux positions 9511 ^ 9532 de I'ADNc de SlVmac 142, 
I'amorce LTR2 est complementaire d'une part, des sequences nucfeiques comprenant les nucleotides situes aux 
positions 240 h 259 des ADNc de HIV-2 ROD et SlVmac 1 42. et. d'autre part, de la sequence nucieique comprenant 
40 les nucleotides situes aux positions 256 h 275 de I'ADNc de SlVmac 142, 

I'amorce GAG1 est identique k la sequence nucieique comprenant les nucleotides 546 k 569 de I'ADNc de HIV- 
2 ROD, et k la sequence nucieique comprenant les nucleotides situes aux positions 551 k 574 de I'ADNc de 
SlVmac 142, 

I'amorce GAG5 est complementaire des sequences nucieiques comprenant les nucleotides situes respectivement 
45 aux positions 906 k 927 et 911 ^ 932 des ADNc de HIV-2 ROD et SlVmac 142, 

I'amorce GAG2 est identique aux sequences nucieiques comprenant les nucleotides situes respectivement aux 
positions 612 ^ 633 et 617 & 638 des ADNc de HIV2 ROD et SlVmac 142, 

I'amorce GAG2B est complementaire des sequences nucieiques sus-mentionnes identiques k GAG2, 
I'amorce POLl est identique aux sequences nucieiques comprenant les nucleotides situes respectivement aux 
BO positions 1857 k 1876, et 1868 k 1887 des ADNc de HIV-2 ROD et SlVmac 142, 

I'amorce PI est identique aux sequences nucieiques comprenant les nucleotides sltu6s respectivement aux po- 
sitions 6275 k 6299, et 6227 k 6251 des ADNc de HIV-2 ROD et SlVmac 142, 

I'amorce P2 est complementaire de la sequence nucieique comprenant les nucleotides situes aux positions 6855 
k 6878 de I'ADNc de HIV-2 ROD. 
ss - I'amorce P2B est complementaire de la sequence nucieique identique k 92 sus-mentionnde, 

Tamorce P4 est complementaire de la sequence nucieique comprenant les nucleotides situes aux positions 7548 
k 7573 de I'ADNc de HIV-2 ROD, et partiellement complementaire de la sequence nucieique comprenant les 
nucleotides situes aux positions 7550 ^ 7564 de I'ADNc de SlVmac 142, 
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Tamorce P6 est identique aux sequences nucleiques comprenant les nucleotides situes respectivement aux po- 
sitions 7782 k 7805, et 7776 k 7799 des ADNc de HIV-2 ROD et SIVmac 142, 

I'amorce P7 est identique aux sequences nucleiques comprenant les nucleotides situes respectivement aux po- 
sitions 8412 a 8434 et 8406 k 8428 des ADNc de HIV-2 ROD et SIVmac 142, 
5 - I'amorce P7B est compl^mentaire des sequences nucleiques Identiques k I'amorce P7 sus-mentionnee, 

I'amorce P8 est compl^mentaire d'une part, a la sequence nucieique comprenant les nucleotides situ6s aux po- 
sitions 61 k 82, ainsi qu'^ celle comprenant ceux situ6s aux positions 9558 k 9579 de I'ADNc de HlV-2 ROD. et 
d'autre part, k !a sequence nucl6ique comprenant les nucleotides situes aux positions 61 k 82, ainsi qu'^ celle 
comprenant les nucleotides situes aux positions 9532 k 9553 de I'ADNc de SIVmac 142. 

10 

L'invention a egalement pour objet les amorces possedant une structure nucleotidique compiementaire de celles 
des amorces LTR1, LTR2, GAG1, GAG5, POL1, P0L2, PI. P4, et P8definles ci-dessus. 

Elle conceme egalement les amorces presentant certaines mutations par rapport k celles detinies ci-dessus sans 
que tes proprietes d'hybridation, teiles que definies ci-dessus, da ces amorces soient modifiees. Le pourcentage de 
IS nucleotides differents de ceux constituant les amorces decrites ci-dessus, sans pour autant affecter les proprietes 
d'hybridation des amorces de l'invention, est generalement compris entre 0 % et 10 %, et de preference n'excede pas 
20%. 

D'une maniere generate, un plus grand nombre de mutations seront toierees du cote 5^ que du cdte d'de I'amorce, 
le cote 3' devant s'hybrider parfaitement avec un brin determine d'une sequence nucieique pour permettre I'amplifica- 
20 tion de cette sequence. 

L'invention s'etend egalement aux amorces telles que decrites ci-dessus liees au niveau de leur extremlte 5' a un 
promoteur pour la mise en oeuvre d'une methode d'amplification genomique par synthase de multiple copies d'ARN 
telle que decrite dans la demande de brevet EP-A-0 310 229. 

L'invention a plus particulierement pour objet I'utilisation des amorces decrites ci-dessus pour la mise en oeuvre 
25 d'une methode de diagnostic in vitro de I'infection d*un Individu par un virus du type HIV-2. 

Cette methode de diagnostic in vitro de l'invention est realisee k partir d'un echantillon biologique (notamment un 
fluide biologique tel que le serum) obtenu k partir d'un patient k retude, et comprend principalement les etapes 
suivantes : 

30 . une etape d'extraction de I'acide nucieique k detecter appartenant au genome du virus du type HIV-2 eventuelle- 
ment present dans I'echantillon biologique sus-mentionne, et,le cas echdant, une etape de traitement k i'aide d'une 
transcriptase inverse dudit acide nucieique si ce dernier est sous forme d'ARN afin d'obtenir un acide nucieique 
double brin, 

un cycle comprenant les etapes suivantes : 

3S 

denaturation de i'acide nucieique double brin k detecter , ce qui conduit k la formation d'un acide nucieique 

monobrin, 

hybridation de chacun des brins d'acide nucieique, obtenus lors de Tetape de denaturation precedents, avec 
au moins une amorce selon l'invention, par mise en contact des brins sus-mentionnes avec au moins un couple 
40 d'amorces selon l'invention dans les conditions d'hybridation definies ci-dessus, 

formation, k partir des amorces, des ADN complementaires aux brins sur lesquels elles sont hybridees (etape 
d'elongatlon) en presence d'un agent de polymerisation et de quatre nucleosides triphosphate differents, ce 
qui conduit a la formation d'un plus grand nombre d'acides nucleiques double brin a detecter qu'^ i'etape de 
denaturation precedente, 

45 

ce cycle etant repete un nombre de fois determine pour obtenir iadite sequence nucieique k detecter eventuelle- 
ment presente dans I'echantillon biologique dans une proportion suffisante pour permettre sa detection, 
une etape de detection de la presence eventuelle de I'acide nucieique appartenant au genome du virus du type 
HIV-2 dans i'echantillon biologique. 

so 

La methode de diagnostic in vitro de l'invention peut Stre realisee soit k partir de TARN, soit k partir de I'ADN viral. 
En effet, les genomes des virus HIV-2 se presentent sous forme d'ARN ou d'ADN en fonction de la localisation du 
virus dans I'organisme. 

Lorsque le virus est situe k I'interieur des cellules de I'organisme, notamment k Tinterieur des cellules sanguines, 
ss son ARN est reoopie en ADN par une transcriptase inverse. Par contre, le genome des virus du type HIV-2 en milieu 
extracellulaire, notamment dans le sang, demeure sous forme d'ARN. 

L'etape d'extraction de I'ADN viral contenu dans les cellules de I'echantillon biologique est plus particulierement 
detainee dans I'article de LAURE F. et al, paru dans Lancet, p. 538-540 (1988). 
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A titre iilustratif, les lymphocytes sont separes des autres constituants sanguins par centrif ugation dans un gradient 
de Ficoll. Les tymphocytes ainsi obtenus sont ensuite traitSs avec un tampon de lyse constitu^ de tris pH 8 10 mM, 
EDTA 10 mM, NaCI 10 mM, de 0,5 % de SDS (sodium dodecylsulfate) et de 100 jig/ml de proteinase K pendant 2 
heures k 60°C. i'ADN est ensuite extrait au phenol puis pr6clpit6 h I'ethanol. 
5 L'extraction peut aussi §tre effectu6e de fagon identique k celle pr6c6demment d6crlte, sur le s6rum concentr6. 

On obtient dans ce cas, de TARN et une etape supplementaire de transformation de TARN monobrin en ADN double 
brin est n^essaire k effectuer iorsque le diagnostic in vitro de {'invention est realise k partir d'^hantillons biologiques 
contenant les virus du type HIV-2 dont les genomes sont sous forme d'ARN. 

Cette transformation de TARN en ADN est r^alis^e par traitement de I'ARN obtenu aprds extraction de I'^chantillon 
10 biologlque, notamment du s^rum, dans un milieu approprid k Taide de I'enzyme transcriptase inverse, dans les con- 
ditions indiquSes par le foumisseur (Amersham par exemple). 

Dans un mode de realisation pr6f6r6 de la methode de diagnostic de I'invention, I'etape de d^naturatbn du cycle 
est r6alis6e pendant 1 minute k 94°C. 

L'etape d'hybridation du cycle de la mdthode de diagnostic in vitro de I'invention est avantageusement rdalisee 
IS par mise en contact des brins d'acide nucteique obtenus lors de l'etape de d§naturatlon du cycle avec au moins un 
couple d'amorces de I'invention, ces amorces etant choisies de maniere k ce que I'une de ces deux amorces s'hybride 
avec une sequence nucieique situ6e sur un des deux brins tapdis que I'autre s'hybride avec une sequence nucieique 
situee sur un brin compiementaire de ce dernier, lesdites sequences nucieiques (avec lesquelles lesdites amorces 
sont susceptibles de s'hybrider) etant separees. Iorsque Ton considere les deux brins compiementaires sus-mentionnes 
20 regroupes dans un acide nucieique double brin, par un nombre de paire de bases compris entre 50 et 10.000, de 
preference entre 100 et 2000. 

L'utllisation de plusieurs couples d'amorces differents de I'invention permet ramplification et la detection d'acides 
nucieiques differents du genome de HIV-2. 

A tItre d'exemple de couples d'amorces preteres utilisables dans le cadre de la presente invention, on peut citer 
25 les amorces LTR1 et GAG2. On peut citer egalement les couples PI et P2, P2 et P7, P7 et P8, PS et LTR2. Avanta- 
geusement, les couples d'amorces utilises sont choisis de maniere k ce que les fragments d'ADN synthetises couvrent 
les regions PI k P2, LTR1 k Pol2, P2 k P7, P7 k P8, P8 a LTR2. 

L'agent de polymerisation utilise dans l'etape d'elongation du cycle est une ADN polymerase, notamment la Taq 
polymerase ou encore toute polymerase appropriee pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic in vitro selon 
30 I'invention suivant le principe de la technique "OPReplicase" ou de celle decrlte dans la demande de brevet international 
sus-mentionnee. 

D'une maniere generale, le cycle de la methode de diagnostic in vitro de I'invention est repete entre 10 et 60 fots, 
et de preference 40 fois. 

Avantageusement, l'etape d'elongation du cycle de la methode sus-mentionnee de {'Invention est reallsee pendant 
55 1 minute k 72»C. 

A titre d'exemple pour 1 p.g de I'ADN retroviral k detecter, on utilise 10 pmoles de chaque amorce, 10 nanomoles 
de chaque nucleotide triphosphate (dlNP), 1 U de Taq polymerase dans un volume final de 100 ^1 du tampon : 



Tris 10 mM pH 8.3 (mesure k 23'C) 
40 KCI 20 mM 

MgClg 2 mM 
0,01 % de gelatine 

et soumis 40 fois au cycle thermlque suivant : 

4S 

1 mn k 94**C (denaturatlon) 

1 mn k environ 55-60®C (hybridation) 

1 mn k 72''C (elongation) 



so Dans un mode de realisation prefere de la methode de diagnostic in vitro de la presente invention, l'etape de 

detection de la presence eventuelle de I'acide nucieique du virus du type H\\/-2 dans rechantillon biologique est reallsee 
k I'aide d'une (ou plusieurs) sonde nucieotidique marquee susceptible de s'hybrider avec la (ou les) sequence d'acide 
nucieique amplifiee et en ce que Ton detecte les eventuels complexes d'hybridation alors formes entre ia (ou les) sonde 
et la (ou les) sequence nucieotidique amplifiee k detecter. 

ss L'invention a egalement pour objet les amorces, telles que definies ci-dessus, marquees, notamment de manidre 

radioactive ou enzymatique, ainsi que leur utilisation en tant que sondes nucieotidiques. notamment dans le cadre de 
la methode de diagnostic in vitro telle que decrite ci-dessus. 

Les amorces de I'invention sont egalement utilisables pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic in vitro 
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de rinfection de singes (macaque, singe de mangabeys ou singe vert) par le virus du type SIV, cette m^tliode reprenant 
les principales caract^ristiques de celle d^crite ci-dessus. 

L'invention a Sgalement pour objet des kits de diagnostic pour la mise en oeuvre des m^thodes de diagnostic jn 
vitro sus-mentionnees. A titre d'exemple, un kit de diagnostic de la presente invention comprend : 

5 

au moins un couple d'amorces oligonucleotidiques selon Tinvention, chaque couple comprenant une amorce s'hy- 
bridant k Tun des brins de la sequence d'acide nucldique k dStecter, et une amorce s*hybrjdant avec le brin com- 
plementaire de ce dernier dans les conditions deflnies ci-dessuS: 

des reactifs appropries k la mise en oeuvre du cycle d'operations d'amplification, notamment de I'ADN polymerase, 
10 et quatre nucleotides triphosphate diffdrents. 

une (ou plusleurs) sonde marquee capable de s*hybrlder avec la (ou les) sequence d'acide nucl^ique amplifide k 
detecter. 

L'invention concerne egalement un procede de synthese des amorces decrites ci-dessus. 
1^ L'invention a dgalement pour objet un proc^dd de production d'un (ou plusteurs) peptide (ou polypeptide) 

comprenant : 

une etape d'amplification de la sequence nuci^ique codant pour ce peptide (et contenant avantageusement un 
promoteur pour la traduction de cette sequence) k I'aide d'un couple d'amorces selon l'invention, 
20 - rintroduction de ladite sequence nucleique ainsi amplifiee dans un vecteur approprie, 
la transformation de cellules holes appropriees a I'aide du vecteur sus-mentionne, 

la mise en culture des cellules h6tes ainsi transform^es et la recuperation du peptide produit par ces dernlers. 

Les polypeptides correspondant, selon le code genetique universel, aux sequences (ou amorces) nucleotidiques 
25 decrites ci-dessus sont egalement utilisables en tant qu'agents immunogenes, notamment en association avec un 
vdhlcule pharmaceutiquement acceptable dans une composition pharmaceutique. 

L'invention vise Egalement un precede de preparation des polypeptides mentionnes ci-dessus, notamment ceux 
correspondant selon le code genetique universel aux sequences (ou amorces) ncuieotidlques decrites cl-dessus, ce 
procede etant caracterise en ce que, partant de preference de Taminoaclde C-terminal, Ton condense successivement 
30 deux k deux les aminoacyles successifs dans I'ordre requis, ou des aminoacyles et des fragments prealablement 
formes et contenant d6j^ plusieurs r6sidus aminoacyles dans I'ordre approprie, ou encore plusieurs fragments prea- 
lablement ainsi prepares, etant entendu que Ton aura eu soin de proteger au prealable toutes les fonctions reactives 
portees par ces aminoacyles ou fragment a I'exception des fonctions amine de Tun et carboxyle de I'autre ou vice- 
versa, qui doivent normalement intervenir dans !a tomiatlon des liaisons peptidiques, notamment apres activation de 
36 la fonction carboxyle, selon les methodes connues dans la synthase des peptides et ainsi de suite, de proche en 
proche, jusqu'gi I'acide amine N-terminal, 

Par exemple, on aura recours a la technique de synthese peptidique en solution homogene decrite par Houbenweyl 
dans ''f\/Iethode der Organischen Chemie" (Methode de la Chimie Organique) edite par E. Wunsch, vol. 15-1 et II, 
THIEME, STUTTGART, 1 974, ou k celle de synthase peptidique en phase sollde decrite par R.D. Merrif ield dans "Solid 
40 Phase Peptide Synthesis" (J. AM. CHEM. SOC, 45, 2149-2154). 

L'invention concerne egalement un procede de preparation des sequences (ou amorces) nucleotidiques decrites 
cl-dessus, ce precede comprenant les etapes sulvantes : 

Incubatbn de I'ADN genomique, Isoie k partir d'un des virus du type HI V ou SIV sus-mentionnes, avec de I'ADNase 
45 i , puis addition d'EDTA et purification par extraction au melange phenoi/chloroforme/alcool Isoamylique (25/24/ 1 ) 

puis par i'6ther, 

traltement de I'ADN aInsI extrait par de I 'Eco R1 m6thylase en presence de DTT, et puriflcatton par extraction telle 

que decrite ci-dessus. 

incubation de I'ADN ainsi purifie avec les 4 desoxynucieotides triphosphates dATP, dCTP, dGTP, et dlTP en pre- 
50 sence de T4 ADN polymerase et d'ADN ligase de E. coli . puis purification selon la methode decrite ci-dessus, 

le clonage des acides nucieiques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et la recuperation de I'acide nucieique 
recherche k I'aide d'une sonde appropriee. 

Un procede de preparation particulierement avantageux des sequences nucleotidiques de l'invention comprend 
ss tes etapes suivantes : 

la synthese d'ADN en utilisant la methode automatisee des |3-cyanethyl phosphoramidite decrite dans Bioorganic 
Chemistry 4; 274-325 (1986), 
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le ctonage des acides nucleiques ainsi obtenus dans un vecteur appropri^ et la recuperation de I'acide nucl6ique 
par hybridation avec une sonde appropride. 

Un autre proc^de de preparation des sequences nucleotidiques de IMnvention comprend les etapes suivantes : 

5 

{'assemblage d'oligonucl6otides synthetis^s chinniquement, poun/us k leurs extrennites de sites de restriction dif- 
ferents, dont les sequences sont compatibles avec renchatnement en acides amines du polypeptide naturel selon 
le princIpe decrit dans Proc. Natl. Acad. Sci. USA, BO; 7461-7465, (1983), 

le clonage des acides nucteiques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et la recuperation de I'acide nucieique 
10 recherche par hybridation avec une sonde appropriee. 



Revendlcatlons 

15 1 . Amorce oligonucieotidique, d'environ 1 5 ^ 25 nucleotides, utilisable pour i'amplification genomique des virus HI V- 
2 ou SIVmac caracterisee en ce que sa sequence nucieotidique : 

(a) soit est choisie parmi celles qui sont contenues dans Tune des sequences nucleiques deiimitees par les 
nucleotides situes aux positions 40 et 61 , 9537 et 9558, 240 et 259, 546 et 569. 906 et 927, 61 2 et 633, 1857 

20 et 1876, 2078 et 2101 . 6275 et 6299. 6855 et 6878. 7548 et 7573. 7782 et 7805, 8412 et 8434, 61 et 82. 9558 

et 9579, de I'ADNc derive du genome du virus HI V-2 ROD, ou qui sont compiementaires de I'une des sequen- 
ces nucleiques sus-mentionnees, 

(b) soit est choisie parmi celles qui sont contenues dans I'une des sequences nucleiques deiimitees par les 
nucleotides situes aux positions 40 et 61, 9511 et 9532, 240 et 259. 256 et 275, 551 et 574, 911 et 932, 617 

25 et 638. 1 868 et 1 887, 2035 et 2058, 6227 et 6251 , 7550 et 7564, 7776 et 7799, 8406 et 8428. 61 et 82. 9532 

et 9553: de I'ADNc derive du genome du virus SIVmac 142, ou qui sont compiementaires de Pune des se- 
quences nucleiques sus-mentionnees, 

(c) soit (notamment pour les amorces les plus longues) contient I'une des sequences nucleiques susdites 
issues de HIV-2 ROD ou de SIVmac 142, ou contient une sequence nucieique complementaire de I'une de 

30 ces dernieres sequences, etant entendu que les nucleotides, suppiementaires eventuels qui "debordent" ladite 

sequence nucieique, de preference du cote de I'extremite 5', coincident de preference avec ceux qui se trou- 
vent places en dega de I'extremite 5' correspondant au sein m§me de la sequence complete de HIV-2 ROD 
ou de SIVmac 142. 

etant egalement entendu que les brins des ADNc qui sont pris en consideration aux points (a), (b) et (c) sont 
55 ceux qui se trouvent etre compiementaires des ARN des virus HIV-2 ROD et SIVmac 142, 

(d) soit, si la sequence de cette amorce n*est pas identlque k I'une des sequences nucleiques susdites, ou 
n'est pas complementaire de I'une de ces sequences, neanmoins susceptible de s'hybrider avec cette se- 
quence nucieique issue des virus HIV-2ROD et/ou SIVmac 142 sus-mentionnees dans une solution composee 
de Iris 10 mM, KCI 20 mM, MgCl2, 2mM, et 0,01 %de gelatine, pendant 1 minute une temperature superieure 

40 ou egale k 50**C. 

2. Amorces oligonucieotidiques selon la revendication 1, caracterisees par les enchatnements nucleotidiques 
sulvants : 

45 



so 



55 
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vjvj 1 1 L lULAUCAC 1 AUCAUO 




LjU 1 Lv^ 1 AAL AG ALC AuGO 1 L 




A 1 UOOCUCGAGAAACTCCOTL l I G 




A 1 UO 1 uC 1 OTTGGTCTACTTuT 




LLLOOLCjOAAAGAAAAAOTACA 


rj Anon 


IGlALl 1 1 1 ICi 1 ICCXjCCGGG 


rULl 


TGGGGAAAGAAGCCCCGCAA 


rULz 


CCAAAGAGAGAATTGAGGTGCAGC 


r 1 


C AG AAATA GOG ATACTTGGGG AACC 


rZ 


0 CCTG aat aattggt atc attac a 


DO D 

rZD 


rOTAATGATACCAATTATTCAGGC 




AO 1 1 C I GCCACCTGTGCACTAAAuO 


Fo 


GGGATAGTGCAGCAACAGCAACAG 


P7 


CAITTCCTGATCCGCCAGCTGAT 


P7B 


ATCAGCTGGCGGATCAGGAAATG 


P8 


GCAGGGAACACCCAGGCTCTAC 



ou leurs sequences compl^nnentaires. 

Amorces oligonucl^otldiques selon la revendlcatbn 2, pr6sentant des mutations, sans que soient pour autant 
modifiees les proprietes d'hybridation telles que definies dans la revendicatlon 1 de ces amorces. 

Methode de diagnostic in vitro de I'infection d'un individu par un virus du type HIV-2, cette m^thode etant realisee 
k partir d'un echantillon biologique, notamment d'un serum, preleve chez cet individu, et comprenant principale- 
ment les stapes suivantes : 

une 6tape d'extraction de I'acide nucleique ^ detecter appartenant au genome du virus du type HIV-2 even- 
tuellement present dans Teclnantillon biologique sus-mentionne, et, le cas ech^ant, une 6tape de traitement 
a I'aide d'une transcriptase inverse dudit acide nucldique si ce dernier est sous forme d'ARN afin d'obtenir un 
acide nuc!6ique double brin, 
un cycle comprenant les stapes suivantes : 

ddnaturatlon de Tacide nucleique double brin k d§tecter, notamment par traitement de I'acide nucleique 
pendant 1 minute k 94°C, ce qui conduit k la formation d'acide nucleique monobrin, 
hybridation de chacun des brins d'acide nucleique obtenus lors de I'^tape de denaturation, pr§c6dente 
avec au moins une amorce selon Tune quelconque des revendicatlon 1 a 3, par mise en contact des brins 
sus-mentionn6s avec au moins un couple d'amorces selon Tune des revendications 1 a 3 dans les con- 
ditions d'hybridation definies dans la revendicatlon 1 , 

Elongation des amorces le long des brins sur lesquels elles sont hybrid^es en presence d'un agent de 
polymerisation, tel que la Taq polymerase, et de quatre nucleosides triphosphate differents, ce qui conduit 
k la formation d'un plus grand nombre d'acide nucleique double brin k ddtecter qu'^ I'^tape de denaturation 
prScedente, 

ce cycle etant repute de preference entre 10 et GO fois. 
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une 6tape de detection de la presence ^ventuelle de I'acide nucl^ique appartenant au genome du virus du 
type HIV-2 dans rechantlilon blologlque. 

M^thode de diagnostic selon la revendication 4, caract^ris^e en ce que I'etape d'hybridation du cycle est r^alis^e 
par mise en contact des brins d'acide nuc(6ique obtenus lors de l'6tape de d6naturation pr6c6dente, avec au moins 
un couple d'amorces selon Tune des revendications 1 k 3, ces amorces §tant choisies de nnanidre h ce que Tune 
de ces deux amorces s'hybride avec une sequence nucldique situ^e sur un des deux brins tandls que I'autre 
s'hybride avec une sequence nucleique situ§e sur un brin compl6mentaire de ce dernier, lesdites sequences nu- 
cl^iques (avec lesquelles lesdites amorces sont susceptibles de s'hybrider) 6tant s^pardes, lorsque Ton consid^re 
les deux brins comptdmentaires sus-mentionn6s regroup6s dans un acide nucleique double brin, par un nombre 
de paire de bases compris entre 50 et 10000, de preference entre 100 et 2000. 

Methode selon la revendication 5. caract^risee en ce que les couples d'amorces utilises sont tels que les fragments 
d'acide nucleique synthetises couvrent les regions LTR1 k Pol2, PI d P2, P2 a P7, P7 a P8, P8 k LTR2, 

Methode selon Tune des revendications 4^6, caracterisee en ce que ce que I'etape de detection de la presence 
6ventueHe de I'aclde nucl6ique du virus du type HIV-2 dans r6chantillon biologique est r6alis6e k I'aide d'une (ou 
plusieurs) sonde nucleottdique marquee susceptible de s'hybrider avec la (ou les) sequence nucleique amplifiee 
et en ce que Ton detecte les ^ventuels complexes d'hybridation alors jorm^s entre la (ou les) sonde et la (ou les) 
sequence nucl^otidique amplifiee k d^tecter. 

Kit de diagnostic pour la mise en oeuvre d'une methode selon I'une des revendications 4k7, caract^ris^ en ce 
que qu'il comprend 

au moins un couple d'amorces selon I'une quelconque des revendications 1 k 3, 

des rdactifs appropries k la mise en oeuvre du cycle d'amplification, notamment de I'ADN polymerase, et 
quatre nucleotides triphosphate diff^rents. 

une (ou plusieurs) sonde marquee capable de s'hybrider avec la (ou les) sequence d'acide nucleique amplifiee 
k ddtecter. 

Mdthode de preparation d'un polypeptide determine comprenant : 

une etape d'amplification de la sequence nucleique codant ledit polypeptide k Taide d'un couple d'amorces 
selon I'une des revendications 1 k 3, 
3S . introduction de ladite sequence nucleique ainsi amplifiee dans un vecteur approprie, 
la transformation de cellules botes k I'aide du vecteur sus-mentionne, 

la mise en culture des cellules hdtes transformees par ledit vecteur et la recuperation du polypeptide produit 
par ces demiers. 

40 10. Precede de preparation des sequences (ou amorces) nucieotidiques selon I'une quelconque des revendications 

1 k 3, comprenant les etapes suivantes : 

incubation de I'ADN genomique, isole a partir d'un des virus HIV-2 ROD et SI Vmac 142, avec de I'ADNase 1, 
puis addition d'EDTA et purification par extraction au melange phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/ 
4S 1) puis par I'ether, 

traitement de I'ADN ainsi extralt par de I 'Eco R1 methylase en presence de DTT. et purification par extraction 
au melange phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/ 1) puis par I'ether, 

incubation de I'ADN ainsi purifie avec les 4 desoxynucieotides triphosphates dATP, dCTP, dGTP, et dTTP en 
presence de T4 ADN polymerase et d'ADN ligase de E. coli , puis purification par extraction au melange phenol/ 
so chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1) puis par I'ether, et 

clonage des acides nucieiques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et la recuperation de i'acide nucleique 
recherche k Taide d'une sonde appropriee. 



ss Patentanspruche 

1. Oligonudeotidprimer mit ungefahr 15 bis 25 Nucleotiden, der fur die Genomamplifikation des Virus HIV-2 Oder 
SIVmac einsetzbar ist, dadurch gekennzelchnet, daB seine Nucleotidsequenz: 



5. 



10 



6. 



IS 



20 



25 



30 
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(a) entweder aus denjenigen ausgewahit ist, die in einer der Nucleotidsequenzen enthaiten sind, die von den 
Nucleotlden begrenzt sind, die an den Positlonen 40 und 61, 9537 und 9558, 240 und 259, 546 und 569, 906 
und 927, 612 und 633. 1857 und 1 876. 2078 und 2101 , 6275 und 6299. 6855 und 6878. 7548 und 7573, 7782 
und 7805, 8412 und 8434, 61 und 82, 9558 und 9579 der vom Genonr? des Virus HIV-2 ROD abgeleiteten 
cDN A liegen. Oder die komplementar zu einer der oben genannten Nucleotidsequenzen sind, 

(b) Oder aus denjenigen ausgewahit ist, die in einer der Nucleotidsequenzen enthaiten sind, die von den Nu- 
cleotlden begrenzt sind, die an den Positlonen 40 und 61, 9511 und 9532, 240 und 259, 256 und 275, 551 
und 574, 911 und 932, 617 und 638. 1868 und 1887. 2035 und 2058, 6227 und 6251 . 7550 und 7564. 7776 
und 7799, 8406 und 8428, 61 und 82, 9532 und 9553 der vom Genom des Vims SIVmac 142 abgeleiteten 
cONA liegen, oder die komplementar zu einer der eben genannten Nucleotidsequenzen sind, 

(c) Oder (insbesondere fur die langsten Primer) eine der oben genannten Nucleotidsequenzen enthalt. die aus 
HIV-2 ROD Oder SIVmac 142 stammen. oder eine Nucleotidsequenz enthalt, die komplementar zu einer der 
letzteren Sequenzen ist. wobei sich versteht, da3 eventuelle zusatzliche Nucleotide, die vorzugsweise von 
der Seite des 5'-Endes uber besagte Nucleotidsequenz "hinausragen", vorzugsweise mit denjenigen Qberein- 
stimmen, die sich diesseits des entsprechenden 5'-Endes innerhalb der vollstandigen Sequenz des HIV-2 
ROD Oder des SIVmac 1 42 befinden, 

wobei sich ebenso versteht, daQ sich die cDNA-Strange, die unter den Punkten (a), (b) und (c) in Betracht 
gezogen werden, diejenigen sind. die sich als komplementar zur RNA der Viren HIV-2 ROD und SIVmac 142 
erweisen, 

(d) Oder, falls die Sequenz dieses Primers nicht identisch mit einer der oben genannten Nucleotidsequenzen 
Oder nicht komplementar zu einer dieser Sequenzen ist. nichtsdestoweniger geeignet ist, mit dieser Nucleo- 
tidsequenz, die aus den oben genannten Viren HIV-2 ROD und/oder SIVmac 142 stammt. in einer Losung, 
die sich aus 10 mM Tris, 20 mM KCI. 2 mM MgCl2 und 0,01 % Gelatine zusammensetzt, wahrend 1 Minute 
bei einer Temperatur, die grower oder gleich 50°C ist, zu hybrldlsieren. 

Oligonucleotldprimer nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch folgende Nucleotidsequenzen: 
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LTRl 


GGTrcrcrcCAGCACTAGCAGG 


5 


LTR2 


GGTCCTAACAGACCAGGGTC 




GAGl 


ATGGGCGCGAGAAACTCXXjTCTTG 




GAGS 


ATGGTGCrGTTGGTCTACTTGT 


10 


GAG2 


CCCGGCGGAAAGAAAAAGTACA 




GAG2B 


TGTACl'l'l'n CTTTCCGCCGGG 


IS 


POLl 


TGGGGAAAGAAGCCCCGCAA 




P0L2 


CCAAAGAGAGAATTGAGGTGCAGC 




PI 


CAGAAATAGGGATACTTGGGGAACC 


20 


P2 


GCCTGAATAATTGGTATCATTACA 




P2B 


TGTAATGATAGCAATTATTCAGGC 




P4 


AGTTCTGCCACCTGTGCACTAAAGG 


25 


P6 


GGGATAGTGCAGCAACAGCAACAG 




P7 


CATrrCCTGATCCGCCAGGTGAT 


30 


P7B 


atcagctggcggatcaggaaatg 




PS ■ 


GCAGGG AAC ACCCAGGC' I C 1 AC 



3S Oder deren Komplementarsequenzen. 

3. Oligonucleotidprimer nach Anspruch 2, die Mutationen aufweisen, ohne da3 jedoch die Hybridisierungseigen- 
scliaften dieser Primer, wie sle in Anspruch 1 definiert sind, verandert sind. 

40 4, Verfahren zur In vitro -Diagnose der Infektion eines Individuums mit einem Virus des Typs HIV-2, wobei diese 
Methods ausgehend von biologischen Probe, insbesondere einem Serum, die diesem Individuum entnommen 
wurde, realisiert wird und Im wesentlichen folgende Schritte umfaGt: 

einen Schritt, bei dem die zu detektierende Nucleinsaure, die zu dem Genom des Virus des Typs HIV-2 gehort 
45 und die moglicherweise in der oben genannten biologischen Probe vorhanden ist, extrahiert wird und 

ggf . einen Schritt, bei dem mit Hilfe einer reversen Transkriptase besagte Nucleinsaure behandelt wird, wenn 
letztere in Form einer RNA vorliegt, urn eine doppelstrangige Nucleinsaure zu erhalten, 
einen Zyklus, der folgende Schritte umfa3t: 

so - Denaturierung der zu erfassenden, doppelstrangigen Nucleinsaure, insbesondere durch Behandlung der 

Nucleinsaure wahrend 1 Minute bei 94'C, was zur Bildung einzelstrangiger Nucleinsaure fuhrt, 
IHybridisierung jedes der Nucleinsaurestrange, die wahrend des vorangegangenen Denaturierungs* 
schritts erhalten wurden, mit wenlgstens einen der Primer gema3 einem der AnsprOche 1 bis 3, wobei 
die Strange mit wenlgstens einem Primerpaar gemaB einem der Anspruche 1 bis 3 unter den Hybridisie- 

S5 rungsbedingungen, die In Anspruch 1 definiert sind, in Kontakt gebracht werden, 

Verlangerung der Primer entlang der Strange, an denen sle hybridisiert sind, unter Anwesenheit eines 
Polymerisationswirkstoffs, wie der Taq-Polymerase, und von vier unterschiedlichen Nucleosidtriphospha- 
ten, was zur Bildung einer groBeren Anzahl der zu ermlttelnden doppelstrangigen Nucleinsaure fuhrt, ats 
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bei dem vorangegangenen Denaturierungsschritt, 
wobei dieser Zyklus vorzugsweise 10- bis 60mal wtederholt wird, 

ein Schritt, bei dem das mogliche Vorlianden&ein von Nucleinsaure, die zum Genom des Virus des Typs HiV- 
2 gehort, in der biobgischen Probe detektiert wird. 

Diagnoseverfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da3 der Hybridisierungsschritt des Zyklus dadurch 

realisiert wird, daf3 die wahrend des vorangegangenen Denaturierungssclirittes erhaltenen Nucleinsaurestrange 
mit wenigstens einenn Paar von Primern nach einem der Anspruche 1 bis 3 in Kontakt gebracht werden, wobei 
diese Primer so ausgesucht sind, da3 einer dieser beiden Primer mil einer Nucleotidsequenz hybridisiert, die auf 
einem der beiden Strange angeordnet tst, wahrend der andere mit einer Nucleotidsequenz hybridisiert, die auf 
einem zu letzterem komplementaren Strang angeordnet ist, wobei die Nucleotidsequenzen (mit denen die Primer 
hybridisieren konnen), wenn man die beiden komplementaren Strange wieder als in einer doppelstrangigen Nu- 
cleinsaure angeordnet betrachtet, durch eine Anzahl von Basenpaaren getrennt sind, die zwischen 50 und 1 0.000, 
vorzugsweise zwischen 100 und 2.000 liegt. 

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da3 die venwendeten Primerpaare wie die Nucleinsaure- 
f ragmente synthetisiert sind und die Bereiche LTR1 bis Pol2, PI bis P2, P2 bis P7, P7 bis P8. P8 bis LTR2 abdecken. 

Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dal3 der Schritt, bei dem das mogliche 
Vorhandensein von Nucleinsauren des 'Virus des Typs HlV-2 in der biologischen Probe ermittelt wird, mit Hilfe 
einer (oder mehreren) markierten Nucleotidsonde realisiert wird, die in der Lage ist, mit der (oder den)amplifizierten 
Nucleotidsequenz zu hybridisieren, wobei man die mdglichen Hybridisierungskomplexe. die sich zwischen der 
(Oder den) Sonde und der (oder den) zu erfassenden. amplifizierten Nucleotidsequenz gebildet haben, detektiert. 

Diagnosekit zur Durchfuhrung eines Verfahrens nach einem der Anspruche 4 bis 7, dadurch gekennzeichnet, da3 
er aufweist: 

wenigstens ein Paar von Primern nach einem der Anspruche 1 bis 3, 

Reagenzien, die zur Durchfuhrung des Amplifikationszyklusses geeignet sind, insbesondere DNA-Polymerase 
und vier unterschiedliche Nucleosidtriphosphate, 

eine (oder mehrere) markierte Sonde, die in der Lage ist, mit der (oder den) zu erfassenden, amplifizierten 
Nucleotidsequenz zu hybridisieren. 

Verfahren zur Herstellung eines bestimmten Polypeptide, das folgende Schritte umfaBt: 

einen Schritt, bei dem die Nucleotidsequenz. die das Polypeptid codlert, mit Hilfe eines Paars von Primem 
nach einem der Anspruche 1 bis 3 amplifiziert wird, 

Einbringen der so amplifizierten Nucleotidsequenz in einen geeigneten Vektor, 
Transformation von Wirtszellen mit Hilfe des Vektors, 

Aniegen einer Kultur der durch den Vektor transfomnlerten Wirtszellen und Gewinnung des Polypeptids, das 
durch letztere produziert wird. 

Verfahren zur Herstellung von Nucleotidsequenzen (oder Primem) nach einem der Anspruche 1 bis 3. das die 
folgenden Schritte umfaQt: 

Inkubation der Genom-DNA, die aus einem der Viren HI V-2 ROD und SIVmac 142 isoliert wurde, mit DNAase 
1 , nachfolgendes Hinzuf ugen von EDTA und Reinigung durch Extraktion mit einer Mischung aus Phenol/Chlo- 
roform/lsoamylalkohol (25/24/1), anschllefJend durch Ether, 

Behandlungdersoextrahierten DNAmitEcgRI Methylase unter Anwesenheit von DTT und Reinigung durch 
Extraktion mit einer Mischung aus Phenoi/Chloroform/lsoamylalkohol (25/24/1). anschlleBend durch Ether, 
Inkubation der so gereinigten DNA mit den vier Desoxynucleotidtrlphospaten dATP, dCTP, dGTP und dTTP 
unter Anwesenheit von T4 DNA-Polymerase und DNA-Ligase von E. coli , dann Reinigung durch Extraktion 
mit einer Mischung aus Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25/24/1), anschlleBend durch Ether, und 
Klonen der so erhaltenen Nucleinsauren in einem geeigneten Vektor und Gewinnung der gesuchten Nuclein- 
saure mit Hilfe einer geeigneten Sonde. 
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Claims 

1. Oligonucleotide primer of approximately 15 to 25 nucleotides which can be used for the genomic amplification of 
the HIV-2 or SIVmac viruses, characterized in that its nucleotide sequence: 

(a) is either selected from among those which are contained in one of the nucleic acid sequences which are 
delimited by the nucleotides situated in positions 40 and 61, 9537 and 9558, 240 and 259, 546 and 569, 906 
and 927. 612 and 633. 1857 and 1 876. 2078 and 2101 . 6275 and 6299. 6855 and 6878. 7548 and 7573, 7782 
and 7805, 841 2 and 8434, 61 and 82. and 9558 and 9579, of the cDNA which is derived from the genome of 
the virus HIV-2 ROD. or which are complementary to one of the abovementioned nucleic acid sequences, 

(b) or is selected from among those which are contained in one of the nucleic acid sequences which are 
delimited by the nucleotides situated In positions 40 and 61, 9511 and 9532, 240 and 259, 256 and 275, 551 
and 574, 911 and 932. 617 and 638, 1868 and 1887. 2035 and 2058, 6227 and 6251. 7550 and 7564. 7776 
and 7799, 8406 and 8428, 61 and 82, and 9532 and 9553, of the cDNA which is derived from the genome of 
the virus SIVmac 1 42. or which are complementary to one of the above-mentioned nucleic acid sequences. 

(c) or (particularly for the longest primers) contains one of the abovementioned nucleic acid sequences derived 
from HIV-2 ROD or from SIVmac 1 42, or contains a nucleic acid sequence which is complementary to one of 
these latter sequences, it being understood that the possible additional nucleotides which "extend beyond" 
the said nucleic acid sequence, preferably in the direction of the 5' end, preferably coincide with those which 
are located on the near side of the corresponding 5' end within the complete sequence of HIV-2 ROD or SIVmac 
142, 

it also being understood that the strands of the cDNAs which are taken into consideration in items (a), (b) and 

(c) are those which are found to be complementary to the RNAs of the HIV-2 ROD and SIVmac 142 viruses. 

(d) or, if the sequence of this primer Is not identical to one of the abovementioned nucleic acid sequences, or 
is not complementary to one of these sequences, is nevertheless capable of hybridizing with this nucleic acid 
sequence which is derived from the abovementioned HIV-2R0D and/or SIVmac 142 viruses in a solution 
consisting of 10 mM Iris, 20 mM KCI, 2 mM MgCl2 and 0.01% gelatin, over the space of 1 minute and at a 
temperature greater than or equal to 50**C. 

2. Oligonucleotide primers according to Claim 1 , characterized by the following nucleotide sequences: 



LTRl GGTTCTCTCCAGCACTAGCAGQ 

LTR2 GOTCCTAACAGACCAGGGTC 

GAG! ATGGGCGCGAGAAACTCCGTCTTG 

GAG5 ATGGTGCTGTTGGTCTACTTGT 

GAG2 CCCGGCGGAAAGAAAAAGTACA 

GAG2B TGTACTTTTTCTTTCCGCCGGG 

POLl TGGGGAAAGAAGCCCCGCAA 

POL2 CCAAAGAGAGAATTGAGGTGCAGC 

PI CAGAAATAGGGATACTTGGGGAACC 

P2 GCCTGAATAATTGGTATCATTACA 

P2B TGTAATGATACCAATTATTCAGGC 

P4 AGTTCTGCCACCTGTGCACTAAAGG 

P6 GGGATAGTGCAGCAACAGCAACAG 
P 7 CATTTCCTGATCCGCCAGCTGAT 
P7B ATCAGCTGGCGGATCAGGAAATG 
P8 GCAGGGAACACCCAGGCTCTAC 
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or their complementary sequences. 

Oligonucleotide primers according to Claim 2, which exhibit mutations without, for alt that, the hybridization prop* 
erties, such as defined in Claim 1 , of these primers being modified. 

Method for the in-vitro diagnosis of the infection of an individual with a virus of the HI V-2 type, this method being 
carried out using a biological sample, in particular a serum, which has been removed from this individual, and 
principally comprising the following steps: 

a step for extracting the nucleic acid which is to be detected and which belongs to the genome of the virus of 
the HIV-2 type which may be present in the abovementioned biological sample and, if need be, a step for 
treating, with the aid of reverse transcriptase, the said nucleic acid If this latter is In the form of RNA In order 
to obtain a double-stranded nucleic acid, 
a cycle comprising the following steps: 

denaturation of the double-stranded nucleic acid to be detected, in particular by treatment of the nucleic 
acid for 1 minute at 94°C, thereby resulting in the formation of single-stranded nucleic acid, 
hybridization of each of the nucleic acid strands which are obtained in the preceding denaturation step 
with at least one primer according to any one of Claims 1 to 3 by bringing the abovementioned strands 
into contact with at least one pair of primers according to one of Claims 1 to 3 under the hybridization 
conditions defined in Claim 1 , 

elongation of the primers abng the whole length of the strands to which they are hybridized in the presence 
of a potymerization agent such as Taq polymerase and four different nucleoside triphosphates, thereby 
resulting in the formation of a larger double-stranded nucleic acid number to be detected than at the 
preceding denaturation step, 

this cycle preferably being repeated between 10 and 60 times, and 

a step for detecting the possible presence of the nucleic acid bebnging to the genome of the virus of the HIV- 
2 type in the biological sample. 

Diagriostic method according to Claim 4, characterized in that the hybridization step of the cycle is carried out by 

bringing the nucleic acid strands which have been obtained In the preceding denaturation step into contact with 
at least one pair of primers according to one of Claims 1 to 3, these primers being selected such that one of these 
two primers hybridizes with a nucleic acid sequence which is situated on one of the two strands while the other 
hybridizes with a nucleic acid sequence which is situated on a strand which is complementary to the latter, the 
said nucleic acid sequences (with which the said primers are capable of hybridizing) being separated, when the 
two abovementioned complementary strands are considered as being united in one double -stranded nucleic acid, 
by a number of base pairs which is between 50 and 10,000, preferably between 100 and 2000. 

Method according to Claim 5, characterized In that the pairs of primers which are used are such that the nucleic 
acid fragments which are synthesized cover the regions LTR1 to Pol2. PI to P2, P2 to P7, P7 to P8 and P8 to LTR2. 

Method according to one of Claims 4 to 6, characterized in that the step for detecting the possible presence of the 
nucleic acid of the virus of the HIV-2 type in the biological sample is carried out with the aid of a (or several) labelled 
nucleotide probe(s) which is/are capable of hybridizing with the amplified nucleic acid sequence(s), and in that the 
possible hybridization complexes which are then formed between the probe(s) and the amplified nucleotide se- 
quence(s) to be detected are detected. 

Diagnostic kit tor implementing a method according to one of claims 4 to 7. characterized in that it comprises 
at least one pair of primers according to any one of Claims 1 to 3, 

appropriate reagents for implementing the amplification cycle, In particular DN A polymerase and four different 
nucleotide triphosphates, 

a (or several) labelled probe(s) which is/are capable of hybridizing with the amplified nucleic acid sequence 
(s) to be detected. 

Method for preparing a given polypeptide, comprising: 
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a step for amplifying, with the aid of a pair of primers according to one of Claims 1 to 3. the nucleic acid 
sequence encoding said polypeptide, 

introduction of the said nucleic acid sequence which has thus been amplified into an appropriate vector, 
transformation of host cells with the abovementioned vector, 

culturing the host ceils which have been transformed with the said vector and recovery of the polypeptide 
produced by the latter. 

10. Process for preparing the nucleotide sequences (or primers) according to any one of Claims 1 to 3, comprising 
the following steps: 

incubation of the genomic DNA, which has been isolated from one of the viruses HIV-2 ROD and SIVmac 142, 
with DNAase I, followed by addition of EDTA and purification by means of extraction with the mixture phenol/ 
chloroform/isoamyl alcohol (25/24/1 ) and then with ether. 
- treatment of the DNA which has thus been extracted with Eco R1 methylase in the presence of DTT, and 
purification by means of extraction with the mixture phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25/24/1) and then with 
ether, 

incubation of the DNA which has thus been purified with the 4 deoxynucleotide triphosphates dATP, dCTP, 
dGTP and dTTP in the presence of T4 DNA polymerase and E. coli DNA ligase, followed by purification by 
means of extraction with the mixture phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25/24/1 ) and then with ether, and 
cloning of the nucleic acids which have th us been obtained in an appropriate vector and recovery of the sought- 
after nucleic acid withi the aid of an appropriate probe. 
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